SESIONES CIENTIFICAS

ELECTROFORESIS

Dr. F.-E. RAURICH SA$

N cumplimiento de lo dispuesto

por el Reglamento de esta
Real Academia de Medicina, se-
gln el cual el Discurso Inaugural
debe ser leido por riguroso. orden
escalafonal de sus Miembros Nu-
merarios, me corresponde leer el
de este curso de 1961.

A pesar de que muy poco mas de
una octava parte del nimero de si-
llones de esta Docta Corporacién
deben estar y estan ocupados por
Farmacéuticos, por asi disponerlo
los Estatutos de las Academias de
Medicina del Reino, resulta que
hace justo 40 afios que ninglin
Académico Farmacéutico ha teni-
- do a su cargo la Oracién Inaugu-
ral '
vacantes de Numerarios salvaje-
mente producidas por nuestra gue-
rra. sumadas a.las que normalmen-
te, por desgracia, en ella tienen
lugar,

Si de estos 40 afios se descuen-
tan los 10 en que no se celebré Se-
si6én Inaugural (1937 a 1946 am-

como consecuencia de las-

bos inclusive) quedan atn 30 afios,
o sea que en nuestra Real Acade-
mia -de Medicina, ha transcurrido
una generacioén sin que en este So-
lemne Acto se oyese la voz de un
Farmacéutico.

Fué en la Inaugural de 1921 en
que el doctor don Rafael Calvet
Patxot cerré un ciclo de 27 afos
durante el cual fueron 6 los Far-
macéuticos a cuyo cargo, como
Numerarios, corrié la parte Aca-
démica ‘de la Sesién Inaugural
(Profesor (1) doctor D. Francisco
de A. Arola Doménech en 1894;
Dr. don Ramén Codina Linglin en
1900 (2); D. Francisco Puigpiqué
Raurich en 1912; doctor don Pe-
dro Genové Soler en 1918; doctor
don Benito Oliver Rodés en 1920
y el ya nombrado doctor don Ra-
fael Calvet Patxot en 1921).

En estos tltimos 67 afios los 6
Académicos Farmacéuticos nom-
brados se ocuparon en sy Discurso
Inaugural de temas netamente
cientificos (Profesor Arola; «Pue-
de justificarse cientificamente la

" (1) Auxiliar Numerario de Materia Farmacéutica Animal y Vegetal de mi Facultad y Académico
de Numero que también fue de nuestra Real de Ciencias y Artes. -

(2) También Académico de nuestra Real de Ciencias y Artes.
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importancia terapéutica de las ko-
las africanas». Doctor Codina Lén-
glin; «Necesidad de fijar un coe-
ficiente posologico de los Medica-
mentos galénicos». Sefior Puigpi-
qué Raurich; «Fases de la Quimi-
ca». Doctor Genové Soler; «El Iso-
tonismo. Su aplicacién en Tera-
péutica». Doctor Oliver Rodés; <A
propésito de la representacién gra-
fica de los Analisis de Orinax. Doc-
tor Calvet Patxot; «Los gases as-
fixiantes durante la Gran Gue-
rra»), lo que para continuar con
la tradicion, si asi puede llamarse,
de los Farmacéuticos de esta Doc-
ta casa, o con la regularidad de
su actuacién, me obliga a ocupar-
me de un tema cientifico, a pesar
de mi criterio sobre la convenien-
cia de no hablar en Actos como
este de asuntos netamente cientifi-
cos, como he manifestado en las
dos ocasiones que, con una diferen-
cia de 14 afios, me ha correspondi-
do - leer la. Oracién Inaugural de
curso de la Real Academia de
Ciencias y Artes.

El tema escogido es de actuali-
dad y de gran importancia como
método Fisico Analitico para todo
cuanto tiene relaciéon con las cien-
cias que cultivamos quienes per-
tenecemos a cualquiera de las tres
ramas de la Sanidad: Farmacéu-
ticos, Médicos y Veterinarios,
nombrados por orden alfabético

de las iniciales de las. respectivas

Facultades Universitarias,

‘Sobre él se hablari, de modo
suscinto como corresponde a este
Acto, de los puntos principales
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que deben tenerse muy presentes
si se quieren obtener resultados
correctos dentro de los errores na-
turales propios de las formas de
operar usadas, al practicar una

ELECTROFORESIS

La primera idea de los coloides
se debe a A. Baudrimont en 1844,
que fueron denominados «pseudo
disolucioness por F'. Selmi en 1847,
T. Graham, que va los llamé coloi-
des, ha sido, no obstante, el verda-
dero descubridor de sus propie-
dades en sus trabajos de 1861,
1862, 1863 y 1864.

Puede asegurarse que Graham
debia haber practicado alguna
electroforesis, no sélo porque en
aquellos anos se aplicaba la co-
rriente eléctrica producida por pi-
las a todos cuantos fenémenos o
experiencias eran observadas o
practicadas para ver y anotar su
accién, sino también porque H.
Quincke en el mismo afio 1861 las
habia verificado.

Son muchos los autores que han
hecho resaltar cierta analogia de
la electroforesis con las electro-
lisis. i
- Pero para conseguir la sistema-

‘tizacion de la electrolisis hasta lo-

grar la casi total perfeccion con
que se practica desde hace unos 40
afios con gran profusién en la in-
dustria y como método analitico de
Laboratorio de los mas estimables
por su exactitud, ha necesitado,
desde 1809 en que fue dada a cono-
cer por Davy, del concurso de los
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trabajos de J. J. Bercelius sobre
la. teoria electroquimica en 1811,
de las publicaciones de A, M. Am-
pére en 1814, de las leyes que la
rigen enunciadas por M. Faraday
en 1833, el cual, al afio siguiente
empled ya la palabra ién en el sen-
tido de wiajero, junto con los tra-
bajos de G. Hittorf en 1853 sobre
transporte i6nico, mas los de R.J.E.
Clausius en 1857 sobre el concepto
base de que la disociacién se pro-
duce por la simple disoluciéon de
los cuerpos disociables, completa-
dos con los estudios de G. Kirch-
hoff en 1860, de C. M, Guldberg y
B. Waage en 1867, de Van der
Waals en 1881, de A, Classen en el
periodo 1881 a 1927, de F. Kohl-
rausch en 1885, de S. A. Arrenius
con su teoria clasica publicada en
1887 que con pequefias variantes
(P. J. W. Debye y E. Hiicker en
1923, J. N. Bronsted y T. M, Low-
ry en 1923 y J. N. Lewis en 1938)
es atn en la actualidad aceptada,

més los trabajos de J. H. van’t

Hoff sobre la relacion de la cons-
tante dieléctrica de los disolventes
y de los disueltos con sus propie-
dades disociantes y disociables pu-
blicadas en 1886, los de W. F, Ost-

wald en el periodo 1888 a 1894

junto con los de L. Claisen en 1897,
para no citar mas que los que creo
principales del siglo XIX, a los que
hay que afiadir en inacabable lista
los investigadores de los primeros
quince afios del.siglo actual.

La. electroforesis qué se ha apro-
vechado como-es natural de los co-
nocimientos y experiencia adquiri-
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dos en la electrdlisis por la analo-
gia antes indicada, ha necesitado
ademas del progreso con que ha
ido desarrollandose el conocimien-.

.to del estado coloidal llevado a

cabo por nimero también énorme
de investigadores del siglo pasado
y del actual, por cuyo motivo sélo

-se citaran, al igual que se ha hecho

para, la electrolisis, unos cuantos
nombres escogidos por la impor-
tancia que creo tienen sus trabajos
para nuestro tema, W. Pfeffer en
1877, C. von Nigeli en el periodo
1877 a 1879, W. Ostwald de 1885 a
1896, F. Hofmeister en 1889, O.
Lehmann en 1890, E. Grimaux en
1894, O. Biitschli en 1896, y en el
mismo afio C. J. Martin, A. Coen,
A. Lottermoser. E. von Meyer y
H. Rodewald cada uno de ellos in-
dependientemente en 1897, R. K.,
Liesegang en el periodo 1898 a
1918, W. B, Hardi en 1899 ane em-
pleé ya la palabra «cataforesis»,
Th. Svedberg en el periodo 1900 a
1928, J. Duclaux de 1901 a 1930,
H. Siedentoff de 1903 a 1910, E.
W. Reid en 1903, L. Michaelis en
el periodo 1905 a 1912 que a partir
de 1909 emplea ya la palabra «elec-
troforesis», R. Zigmondy en el pe-
riodo 1905 a 1920, J. H. Matthews
en 1906. C. W, Wo. Ostwald desde
1909 a 1925 que dio a conocer su

~ clasificacién de los sistemas disper-

sos, F. J. Donnan en 1911, S, Oden
en 1912, P, Bang en el periodo 1912

" a 1930, A, de Gregorio Rocasolano

de 1917 a 1920, J. de Ward en 1918,
S. P. L. Sorensen en 1918, J. B.

Bastero Beguiristain en 1919, H.
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Staudinger a partir de 1926, A. Bu-
taric en el periodo 1927-1934, J.
Perreau en 1927, P, Lecompte de
Naily en 1929 y R. Bradfield en ¢l
mismo afno al igual que J. Giral Pe-
reira y también A, von Bu:nach,
J. V. Rubié en 1929 y en 1931 y
H. Kropelin en 1930 y por lo que
hace referencia de modo ya con-
creto a la electroforesis en los pri-
meros pasos para su utilizacién co-
mo método fisico de analisis, con-
viene citar otros pocos autores,
alguno de los cuales llegaron ya in-
cluso a determinar velocidades
electroforéticas.

En primer lugar deben citarse
a H. Picton y S. E. Linder que en
el periodo 1892 a 1897 demostra-
ron de manera irrefutable que las
particulas que formaban unas
rseudo disoluciones se movian den-
tro de un campo eléctrico hacia el
4nodo, y en cambio las de otros
coloides, el movimiento lo verifi-
caban hacia el catodo, J. Quinke
en 1899, J. Bredig en 1901, A Cot-
ton en 1904 'y H, Mouton también
en 1904, E. F. Durlon en el periodo
1906 a 1909, A. Mayer en 1908,
W. de Kopaczewsky desde 1911 a
1913, A. von Galecki en 1915 y J.
Zoeb desde 1922 a 1925, sefiorita
M. E. Lang en 1924 y el ya citado
Th. Svedberg en 1928,

La electroforesis se ha aprove-

chado también del gran desarrollo’

que ha adquirido en estos ultimos
‘30 afios otro procedimiento fisico
de anilisis quimico de importan-
cia analoga, la cromatografia, de
la que ha captado casi todas sus
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fases la forma més usada de prac-
ticar la electroforesis, hasta el ex-
tremo de que podria denominarse,
como ya se ha propuesto, aunque
con algunos reparos, electrocro-
matografia (H. Strein y T. R. Sato
en 1954).

Las razones teéricas del origen
de la carga eléctrica con que gra-
nulos de materia coloide se trans-
forman en micelas o ultramicro-
nes, cuya existencia parece deduir-
se de las experiencias electroforé-
ticas practicadas por los autores
mencionados, que explican ademas
los fenémenos que en ellas tienen
lugar, permiten deducir, como se
dira, las condiciones adecuadas
para practicar una electroforesis
teéricamente perfecta por simple
comparacion con una electrolisis,
teniendo en cuenta, claro est, las
diferencias en la naturaleza de los
problemas por una parte y también
los diferentes factores que in-
terfieren la ejecucién de una y otra
operacion: al fin y al cabo, aun-
que en concepto simplista, una
electroforesis no es mas que una
electrélisis de un dispersoide con
micelas o ultramicrones en lugar
de serlo de un dispérsido con ami-
crones de tipo idnico.

Pero entre electroforesis y elec-
tréolisis hay una diferencia funda-
mental: En la electrélisis, interesa

la mas o menos rapida descarga

total de los diferentes iones en
cualquier clase de sus posibles di-
soluciones para su completa sepa-
racion sin tener demasiado en cuen-
ta, por lo general, las diferentes
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movilidades ibnicas y en la electro-
foresis, en cambio, s6lo interesa la

separacion de las micelas de los

diferentes dispersoides posibles sin
que pierdan su carga, ya que los
respectivos granulos no interesan,
basandose en la distinta movilidad
electroforética de cada clase de
micelas existentes en las posibles
pseudo disoluciones sin que tenga,
casi, importancia el tiempo nece-
sario para conseguirlo.

La electroforesis puede practi-
carse de varias maneras, La forma
lamada libre propuesta por A, Ti-

selius 'en” 1937 Se efecttia con la -

disolucién problema  de analoga
manera como la efectuaron los au-
tores anteriormente mencionados,
pero con material mas perfeccio-
nado, consistente en sintesis en un
tubo en U formado por tres piezas
en el que se coloca el problema vy
una disolucién reguladora de pH,
observandose el movimiento elec-
troforético micelar por métodos
Opticos que el propio Tiselius ha
ido perfeccipnando hasta adoptar
en 1950 y 1951 el método Optico
empleado por Svedberg en su ul-
tracentrifuga. J. St. Philipott en
1938 y H. Svenson en 193 y 1940
trabajaron intensamente con este
método que necesita material cos-
toso, es._delicado en su manejo y
las determinaciones se hacen su-
mamente largas.

Otra manera de ejecutar la elec-

" troforesis, consiste en tomar cuer-

pos so6lidos de muy diferentes cla-
ses como soporte de los proble-
mas, idea dada a conocer ya en
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1907 por G. Field y S. Teague
gue emplearon como soporte un gel
de agar-agar llamando al procedi-
miento agarforesis, Como soportes
han sido empleados ademdas de
agar-agar, la lana de vidrio, gela-
tina, algodén, gasa, seda, gel de
4cido silicico, almiddn, perlas de
vidrio, amianto y varios otros
cuerpos. .

-El empleo de geles diversos que
en la actualidad va adquiriendo
cada vez méis importancia por la
rapidez con que se efecttan las
determinaciones no es cosa nueva,
pues, aparte de la agarforesis an-
tes mencionada, J. Kendall, E, Jet-

te y W. Wert, utilizaron ya dife- . .-

rentes geles en 1926. -

- Pero el soporte mas utilizado en -
estos ultimos afios ha sido el pa-

pel propuesto por primera vez por

P. Konig en 1937 y por P, Konig

y D. von Klobusitsky en 1939, sien-

do el procedimiento que méas ha

‘contribuido al desarrollo y siste-

matiracién del analisis electrofo-
rético, sobre todo a partir de 1953
en que el propio Tiselius junto con
P.- Flodin reconocieron las venta-
jas de la electroforesis en papel
sobre la electroforesis libre, Va-
riantes de la electroforesis sobre
papel o electromigraciéon sobre pa-

--pel como propuso.llamarla M. Me.

Donald en 1952 o ionoforesis “so-
bre papel como la nombraban
A. J. P, Martin y R. L."M. Synge
en 1945 se han propuesto varias
y se emplean algunas como son,
para solo citar las mas importan-
tes, electroforesis continua sobre
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papel debida a H. Svensson e
I. Bratten en 1949; electroforesis
sobre papel en dos dimensiones
practicada por J. Sternberg en 1953
y electroreoforesis aconsejada por
M. Macheboeuf en 1953 que no es
mais que una electroforesis con
evaporacién controlada del disol-
vente de la disolucion soporte em-
pleada.

El niimero de trabajos publica-

dos sobre este tema en estos ﬁlti'—_

mos afios es asombrosamente fan-
tastico y los resultados practicos
desde el punto de vista analitico
con ellos obtenidos, son asimismo
en cantidad verdaderamente insos-
pechada.

Para dar una leve idea de lo que
con el parrafo que antecede, se
quiere significar, bastara decir que
cualquier obra sobre electrofore-
sis sobre papel, tiene una cantidad
de citas tal que parece despropor-
cionada al nimero de sus paginas;
sirvan como ejemplo las siguien-
tes. '

En las 137 paginas dedicadas a
la electroforesis sobre papel de la
obra de R. J. Block, E. L. Durrum
y Q. Zweig de 1955 se citan 104
trabajos; en las 191 paginas de
texto de la obrita de Michael Le-
derer de 1955 también sobre nues-
tro tema son 263 las citas que se
contienen; en las 120 pag. que ocu-
pa la traduccién francesa de 1956
de la obrita de Ch. Wunderley se
citan la fantdstica cifra de 548
trabajos y finalmente, para no mo-

lestar mis la atencién de ustedes:

en el resumen de 220 pag. del Sym-

Vol. XLI, - Ne 164

posium sobre electroforesis sobre
papel organizado en 1955 por la
Fundacion Ciba de Londres, entre
los 18 especialistas de renombre
universal en la materia que actua-
ron como ponentes, entre otros
W. Grassmann, M, y E. Lederer,
A. J. P. y N. H. Martin, E. L. Dur-
rum, C. F. O. R. Morris, J. C.
White y H. J. Mc. Donald para sélo
citar los mas destacados, y los 29
especialistas también universal-

“mente conocidos que intervinieron

en las discusiones, se citan la enor.
me cifra de 292 trabajos:

Y en estos tltimos 4 afios el nd-
mero de publicaciones sobre el te-
ma creo poder decir que ha au-
mentado en progresion mas que

- geométrica, por cuyo motivo me

veo obligado a no citar ningin au-

tor para no alargar mas esta ya

demasiado extensa lista de citas.

Para desarrollar la idea expues-
ta que guibé la eleccién del tema,
s6lo voy a ocuparme de la electro-
foresis sobre papel, ya que esta es
la forma mas usada entre nosotros
de este tipo de determinaciones
analiticas. Como es natural, no voy
a hablar de los aparatos muy di-
versos que se emplean para la ob-
tencién de los. electroforogramas
sobre papel, por lo que nos hare-
mos a la idea de imaginar una tira
de papel de filtro de unos 30 cm.
de largo y de anchura variable,
constantemente humedecida por
una disolucién reguladora de pH
conocido, en la que se colocd, pre-
‘viamente, -en ‘una sefial nrarcada

k)
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transversalmente en la mitad de
la longitud de dicha banda de pa-
pel una simple gotita de una, diso-
lucién coloidal compleja. por con-
tener dispersadas micelas de dife-
rentes especies quimicas y some-
tido el conjunto a la accién de un
campo eléctrico constante con sb6lo
establecer, mediante los corres-
pondientes electrodos, una diferen-
cia de tension estabilizada y co-
nocida E, entre los extremos de la
tira. ' v

La intensidad del campo eléc-
trico, si d, es la distancia real en-

, E
tre los electrodos, valdra 7

valor que, multiplicado por la car-
ga micelar C, nos dara la fuer-

za F =T xC, que actla . sobre

las micelas para su migracidn, ad-
quiriendo una welocidad electrofo-
rética verdadera w’ , de la que se
deduce su movilidad electroforéti-
ca verdadera U”,, expresada en
cm./seg./volt. mediante la sencilla
férmula: S
o, =t X
E

Las movilidades electroforéti-
cas verdaderas de las diferentes
clases de micelas existentes son
del orden de las décimas, unidades
y en algunos casos dos o tres de-
cenas de cienmilésimas de cm.
(10-5 cm.), unidad que es la mis-
ma de los valores con que se ex-
presan las movilidades i6nicas (de-
cenas o0 a lo mas unas pocas cente-
mnas de cienmilésimas de em.), dato
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que demuestra la semejanza, entre
la electroforesis y la electrolisis.

Pero la disolucién reguladora de
pH conocido que constantemente
estd humedeciendo la tira de papel
en cuyo seno ligquido tiene lugar la
migracién micelar, opone una fuer-
za F’ a su desplazamiento, fuerza
que vale

TR =6XTXrXnXuy
Si r y 1 representan, respectiva-

. mente, el radio micelar y la visco-

sidad del liquido, con lo que, para
que la migracién se verifique, es -

. preciso que F=F’ y, por lo tanto,

la movilidad electroforética ver-

" dadera seri también igual a

v C
Uy= 6XrX X"

Por otra parte, en la superficie
de separacion.de las micelas con
el liguido en el que -estin disper-
sadas se origina un potencial elec-
trocinético o potencial zeta &, de
valor muy pequefio, que depende
de la constante dieléctrica ¢ del
liquido y de la carga C y radio r
de las micelas que vale E= is'
por lo que, sustituyendo C' en el
valor de UY, anterior por el que
se deduce de g C=EXrXg, resul-
tara que la movilidad electroforéti-
ca verdadera es asimismo igual a:

v €

u'f=6><‘rc><1')><E

formula en la que no interviene ni
la.carga C ni el tamafio de las par-
ticulas, puesto que en ella no fi-
gura r, al que le es proporcional.
Esta es otra razoén que explica el
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por qué las movilidades electrofo-
réticas son del mismo orden de las
iénicas, a pesar de la gran dife-
rencia de tamafios.

El segundo miembro de la igual-
dad que antecede debe multiplicar-
se por un factor, 4, para tener en
cuenta la influencia que en el po-
tencial zeta, & ejerce la fuerza o
concentracion iénica total p,, de
la disolucién reguladora. de pH. co-
- nocido que constantemente hume-
dece la tira de papel electroforé.-
tico, factor que vale

1
I+KX e X Vi

siendo K una constante 1gua1 a
0235><10‘; con_lo: ‘cual la movi-
lidad electroforetlca verdadera
U‘e’f puede expresarse mediante las

tres igualdades siguientes:

v _ ll:/Xd, .
Uo=—p—:
v € 1
of = X ;
e 6XnXn 1T+KX X
. C 1
U J—

ef X B
6X 7 X r X7 1+K> XV

(p+ es la suma de las concentracio-
nes o fuerzas ionicas parciales co-
rrespondientes a cada uno de los
electrdlitos que integran la disc-
lucién reguladora de pH utiliza-
da, para cada uno de los cuales el
valor de su fuerza idnica respecti-
va vale,

_c(na X v+ n. X v)
2

’

en la que c=concentracién molecu-
lar del electrélito; #,—ntimero de
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aniones que forma; v,=nimero
de cargas que lleva cada uno;
m.=numero de cationes a que da..
origen, y v.=nlimero de cargas.
que tiene cada uno).

Con la primera de las férmulas.
que anteceden es muy facil calcu-
lar la movilidad electroforética
verdadera U’ siempre que se co-
nozca el valor de-la tensién apli-
cada E y se determinen la dis-
tancia real entre los electrodos d,
y la velocidad electroforética ver.-
dadera u .

. Perc la distancia real entre los:

" electrodos, d,, no es la que me-

diante un doble decimetro se mide,

© d,,, sino que es mayor debido a las:
“irregulares sinuosidades de los ca-

naliculos del papel electroforético,
que actiia como soporte, por los:
que pasa la corriente eléctrica con-
ducida por la mezcla reguladora
de pH, que los llena por comple~
to, lo que .obliga a multiplicar la
distancia medida, d,, por un fac-
tor de transformacién, f, varia-
ble seglin la clase, el tipo y la mar-.
ca de papel, pues la irregularidad
de las sinuosidades de los cana-.
liculos cambia seglin la manera y-
a veces los detalles de su fabrica-
cién; su valor oscila entre 1,25
y 2,00. En consecuencia:

d.=d, X}

Este es uno de los motivos por:
los que es indispensable consig-
nar siempre la marca y clase de-
papel empleado en cualquier elec-
troforesis junto con su factor de-
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transformacién, f,, ya que no to-
das las marcas son igualmente uti-
lizadas, cuando no conocidas, en
todas las naciones.

La manera de calcular la veloci-
dad electroforética verdadera w’,
es un poco mas larga.

Como es natural, se deduce de
un espacio y un tiempo; pero el
espacio recorrido por las micelas
al cabo del tiempo, ¢, que ha du-
rado la electroforesis que median-
te un doble decimetro se mide, e,
no es el espacio real, e, que ellas
han recorrido, el cual a su vez no
es tampoco el espacio verdadero,
e,, que hubiesen recorrido de no
existir interferencias, y el valor
de e, es el Unico que ha de utili-
zarse para calcular la velocidad
electroforética verdadera u’ .

El espacio recorrido real, e,, se
obtiene sin mas que multiplicar el
espacio recorrido medido, e,, por
el factor de transformacion, f,,
usado para hallar la distancia real
entre los electrodos, d,, por la mis-
ma razén alli expuesta, reforzan-
do la necesidad de esta multipli-
cacién el motivo que hace indis-
pensable indicar siempre, junto
con la clase, tipo y marca del pa-
pel, el valor de su f..

- Es evidente que con el valor del
espacio recorrido real, e, halla.d_d
puede calcularse la velocidad elec-
troforética real u’ . y de ella dedu-
cir la movilidad electroforética
real U:f aplicando las adjuntas
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férmulas que aparecen en algunas
obras:

e Xd,  enXdn

I_ = [z:
Ue=—<E TRE
“;de 2 m 2
=——X=UsX
E f f f:

que se deducen de cuanto antece-
de expresado mediante las siguien-

‘tes igualdades: -

em m m
= Uefs fol_ug[r
t
enXdn m U Xdw o om
=ue; —_——'_—ue
tXE g E J

Para convertir la velocidad elec
troforética real w, en la, verdade-

ra u’ es preciso transformar el es-

pacio recorrido real, e, en el espa-
cio recorrido verdadero, e,, tenien-
do en cuenta las interferencias
que, como se ha indicado, son las
causantes de la diferencia entre
sus valores: la electrosmosis que
entre papel y liquido regulador de
pH tiene lugar y la evaporacibn
del disolvente, agua, son los dos
mas importantes.

En la superficie de contacto en-
tre el papel electroforético que ac-
tha de soporte y la disolucién re-
guladora de pH se origina un po-
tencial electrocinético o potencial
zeta, & cargiandose negativamen-
te las tiras de papel como cuerpo
sé6lido que son y positivamente la
mezcla reguladora que actfa de li-
quido de fondo; como las tiras
quedan fijas en el aparato utiliza-
do, el liquido adquiere, por efectos
de la tensién E aplicada, un mo-
vimiento recorriendo un espacio
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%€, hacia el catodo, al que corres-
ponde una velocidad electrosmé-
‘tica ..

Si en la electroforesis practica-
-da las micelas han dado origen a
una cataforesis, por ser de carac-
ter basoide, es evidente que al es-
pacio recorrido medido, e,, debe
restiarsele el espacio recorrido
electrosmético, e, para tener el
correcto valor del espacio recorri-
do medido, €, a emplear para el

«calculo del espacio recorrido real,
€,, que se convierte entonces en el
espacio recorrido verdadero, e,.
Las expresiones siguientes daran
mejor idea de lo que antecede:

_ ¢
€n—— € = €m

Basoides:
Yy enXfi=e€ e
Si en la electroforesis practica-
da las micelag dan origen a una
anaforesis, por ser de caracter aci-
doide, es tamkién evidente que en-
tonces el espacio recorrido elec-
trosmético, e,, debe sumarse al
-espacio recorrido medido, e,, para
tener el correcto valor del espacio
recorrido medido, €, que, multi-
plicado por el factor de transfor-
macién, f, dard el espacio reco-
rrido real, e, convertido entonces
en el espacio recorrido verdade-
ro, e,, O sea:

. c
Acidoides: e, + €w = em

y enXf=e e
La otra interferencia a tener en
cuenta es debida a que por pre-
sentar las tiras de papel electro-

forético una gran superficie, la
evaporaciéon del disolvente, agua,
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‘que en ella tiene lugar, o sea, la

velocidad de evaporacion, u,,, oca-
siona variaciones locales, tanto
mas intensas cuanto mayor sea
ella, en la concentraciéon de elec-
trélitos existentes en la disolucién
reguladora de pH, con el consi-
guiente cambio de valor de éste,
variando, ademaés, su fuerza idni-
ca total y, su viscosidad 7, su re
sistencia R y su conductibilidad A,
que, como se dirda mas adelante,
afectan todos al valor del espacio
recorrido medido, e,, y, por lo tan-
to, a la velocidad y movilidad elec-
troforéticas.

Para la disminucién de sus efec.-
tos, las tiras de papel durante toda
la electroforesis quedan, en la ma-
yoria de aparatos, encerradas casi
herméticamente en atmosfera hi-
meda, con dispositivos muy senci-
llos que permiten tener los elec-
trodos externos para el facil des-
prendimiento de los gases que al-
rededor de ellos se forman,

Las variantes propuestas en la
manera de quedar tendidas las ti-
ras de papel durante la operacién
tienen como fin principal reducir
al minimo posible esta causa de
error. ’

La electroreoforesis propuesta
por Macheboeuf, al principio cita-
da, tiene por principal objeto redu-

cir esta interferencia hasta valores

que permitan, por su pequeilez, no
tener que hacer esta correccion

por evitar que practicamente se

produzea, velocidad de evaporacién
ringuna,
© Fsta correccién debe efectuarse

¥

K}



)

Marzo-Abril 1961

una vez convertidos los espacios
recorridos en velocidades. Ademas;
la velocidad de evaporacioén, u,,,
actiia en el mismo sentido que la
velocidad electrosmética, ., por
lo que se corrigen simulténeamen-
te por determinarse al mismo tiem-
po, o mejor conjuntamente, sus
dos valores.

La correcciéon se efectia me-
diante la igualdad

g F (oo +110) =

m
= correcto valor de uy

utilizando el signo — en las ana-
foresis y el signo + en las catafo-
resis, y, para hallar el valor de
la velocidad electroforética verda-
dera u, se utiliza esta otra, que
es resumen de todas las correccio-
nes que deben efectuarse segiin se
ha indicado en cuanto antecede:

[u:« F (e + uw)] Xk =
= correcto valor de .,

& v
con lo que se convierte en u

La suma (w.,+u.) se determina
en cada operacion electroforética
colocando en la misma linea de
partida, sefialada en la tira de
papel, en la que se coloca el
problema, una gota de disolucién
de glucosa, mejor tetrametilgluco-
sa (2, 3, 4, 6) o dextrina y, una vez
terminada la electroforesis, mi-
diendo la distancia entre la linea
de partida y otra a ella paralela
hacia el catodo, llamada linea de
flujo nulo, hasta donde ha llegado
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la glucosa o sus sustituyentes.
Este espacio recorrido e, es la su-

ma de los originados por las velo-

-cidades u., y %.,, €l cual, dividido

por el tiempo que dure la electro-
foresis, dara el valor de %.,+%.,

& =
S (teo + tev)

Para el objeto de nuestro tema
interesa mas que la igualdad que
se utiliza, como se ha visto, para
calcular la movilidad electroforé-
tica verdadera U:/’ la, siguiente
otra, consignada ya anteriormen-
te aunque refiriéndola ahora a. la
movilidad electroforética real, U":

Ue’f X d, _

Lt
_ G 1 ,
TEXmXTXN 1 FKXrX vk

pues, despejando de ella el valor
de w A después de sustituir el de E

por sus iguales iXR o se -ob-

A
tiene la triple igualdad que se con-
signa a continuacién, con la que,
por deducirse de ella como influyen
en el calculo del valor de la veloci-
dad electroforética real w los di-
versos factores que la integran,
factores que experimentalmente se
determinan, es posible exponer al-
gunas normas de imprescindible

aplicacién si se quieren efectuar

electroforesis correctas, lo mismo
cualitativas que cuantitativas, nor-
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mas que seguidamente se van a
concretar:

er

v

B EXC I _
T AX6XmXeXn - ATKXeX v
_ iXRXC 1 B
T AXEXTXeXn - AFKXeXApe
B iXC , 1

TUEXEXTXeXNXA T IHFK XXV
Primera. — Cuanto mayor sea

la tensién aplicada E, mayor seri
el espacio recorrido a medir e, v,
por lo tanto, mayor el espacio
real e,, con lo que mas exacto sera
el valor de la velocidad electrofo-
rética real u; Ello es consecuen-

cia natural de la aplicacién de la
conocida igualdad del impulso me-
canico fxt con la cantidad de mo-
vimiento mxu, pues, por ser la
masa micelar mucho mayor que
la ibnica, la fuerza a aplicar para
conseguir velocidad semejante a
éstas tiene que ser mucho mayor,
y se ha indicado antes que la fuer-
za que act@ia en la migracién mi-
celar es proporcional a E.

Generalmente deben emplearse
tensiones de 125, 220, 300 y has-
" ta 600 volts., seglin la naturaleza
de las micelas del problema,

Segunda, — Cada clase de mi-
celas tiene su carga C, y su radio r
(que interviene al cuadrado 7°)
puede considerarse proporcional a
su masa, m. El radio no estad en
nuestra mano variarlo sin alterar
profundamente el grado de disper-
sion del problema; en cambio, la
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carza micelar si se puede variar
mediante el pH de la mezcla re-
guladora soporte empleada, cosa
que tampoco siempre puede hacer-
se, pues depende de la naturaleza
del problema, y més atn de los fi- -
nes para los que se electroforiza.

Es factor importante en los pro-
blemas constituidos por mezclas
de micelas de constitucién y mag-
nitud moleculares analogas, y gra-
dos de dispersion semejantes, pues
ello representa la muy probable
semejanza de valores de » y C.
Pero en el caso de que no pueda
variarse ni 7 ni C en la forma in-
dicada, caso el mas general, que-
da el recurso de aumentar el tiem-
po t de duracion de la experiencia,
pues con €l variaran proporcional-
mente las distancias recorridas a
medir e,, aumentando con ello la
diferencia entre los valores experi-
mentalmente hallados, consiguién-
dose asi la identificacion y deter-
minacién de cuerpos micelares qui-
micamente muy afines e isodisper-
sos, cosa del méaximo interés en
quimica biolégica normal y pato-
l6gica, si me permiten la palabra
para expresar las alteraciones de
la primera en los estados patols-
gicos.

Tercera. — El tiempo que debe
durar una operacién electroforéti-
ca no puede sujetarse a regla al-
guna, como se desprende de lo di-
cho en la norma anterior; general-
mente es de unas horas,

Cuarta. — La distancia real en-
tre los electrodos, d,, deberia ser
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pequefla, segin se deduce de las
féormulas anteriores, pero su dis-
minucién lleva aparejada la de la
resistencia. B del electrdlito regu-
lador de pH o, lo que es lo 1ismo,
aumento de la conductibilidad A,
disminucién y aumento que oca-
sionan obtener valores mas peque-
fios de la velocidad electroforéti-
ca w por una parte; por otro lado,
todo ello produce un aumento de
la intensidad, i, que, seglin otra
norma, que luego se vera, conviene
sea lo mas pequefia posible, y, fi-
nalmente, no conviene disminuir
d,,, de la. que d, depende, por cuan-
to entonces puede no quedar dis-
tancia suficiente para medir espa-
cio recorrido e,, al objeto de la
diferenciacién micelar indicada en
la norma anterior.

Por lo general, la distancia me-
dible d,,, que, como se ha dicho an-
teriormente, es menor que la dis-
tancia real, d, de las férmulas,
acostumbra a ser de unos 30 cm.

Quinta, — La viscosidad n del
electrdlito regulador de pH en
cuyo seno se verifica la migracién
micelar debe tener el valor mas
bajo posible, lo cual se consigue
empleando mezclas reguladoras de
pequeiia concentracién salina,

Sexta. — La fuerza i6nica to-
tal y, de la mezcla reguladora de
PH es uno de los factores mas im-
portantes a considerar, por cuanto
con su disminucién aumenta la re-
sistencia R y disminuye la conduc-
tibilidad, A, y la viscosidad, =,
aumento y disminuciones tan ne-

ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA

123

cesarios para hallar un valor acep-
table de velocidad electroforética
medible wyy real w " segin se
acaba de ver en las normas ante-
riores.

Son varios los trabajos publica-
dos que, por no tener en cuenta el
valor de y, 0, mejor dicho, no men-
cionarla, son irreproducibles, oca-
sionando las diferencias de valores
hallados la necesidad de notas acla-
ratorias, propuestas diversas de
variaciones de las demés condicio-
nes e incluso de modificaciones de
aparatos, cuando no discusiones
casi siempre inutiles, por no decir
desagradables, ,

Por lo general, el valor de la
fuerza o concentracién i6nica to-
tal p, es de 0,1, y si, por las causas
que sean, es desconocido, es indis-
pensable indicar en  forma muy
detallada la composicion de la
mezcla reguladora (mejor dar la

_ férmula para prepararla),

Séptima, — La intensidad de la
corriente debe ser de unos pocos
miliamperios, mA, es decir, muy
pequeiia, ya que no interesa la des-
carga de las micelas ni rapida ni
lentamente,

Pero la intensidad de corriente,
i, debe ser pequena, muy pequefia,
por otra razén mas importante,
cual es la de conseguir un efecto
Joule (0,24 x R x I?) el mas minimo
posible para evitar las dos accio-
nes perturbadoras siguientes, con-
secuencia de la elevacion de tem-
peratura por la accién de la co-
rriente eléctrica, elevacién que va
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aumentando hasta un cierto equi-
librio durante el tiempo que dura

la electroforesis, que,; por lo gene-

ral, es de horas; la primera accién
perturbadora es aumentar la eva-
poracion: del disolvente de la mez-
cla reguladora de pH, en cuyo seno
se verifica la  clectroforesis, pues,
ademas de obligar a hacer una co-
rreccién mayor de la velocidad
electroforética medida uy por el
aumento - del -valor de la veloci-
dad de evaporaciéon u., segun an-
teriormente se ha indicado, con di-
cha evaporacién disminuye la re-
sistencia del electrdlito, R, aumen-
ta su concentracién y con ello su
v1scos1dad, 7, su fuerza iénica to-
tal, u, y su conductibilidad, A,
todo lo coritrario precisamente que
exigen las normas anteriores, apar-
te la va.r_i@cién del valor de su pH,
que, como se insinué, actiia sobre
la carga C, aumentindola o dis-
minuyéndola segun el signo de ésta
y la variacion de aquél; la otra
accién perturbadora importante
también es la posibilidad de Ia
S1ble més o ‘menos 1ntensa de las
micelas contenidas en el problema,
inutilizando con ello por completo
la’ determinacion electroforética.
Octava. ~— La temperatura, por
lo que se acaba de indicar en la
norma. anterior, debe permanecer
lo mas constante posible durante
toda la determinacién, que por lo
general se -efectiia a la tempera-
tura- ambiente. No obstante, pue-

de practicarse bajo enfriamiento
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en aparatos de refrigeracién for-
zada, sobre todo cuando con cier-
tos problemas es necesario em-
plear grandes tensiones (de has-
ta 2.000 V.), con el subsiguiente
aumento de la intensidad de co-
rriente y, por lo tanto, de efecto
Joule; y hay que tener en cuenta
que, por cada watio, se produce
una evaporacién de 80 mm?® de
OH,xcm* en 1 hora a la tempe-
ratura ambiente de 20°C. y pre-
siéon que oscile poco de 760 mm.

Novena. — Aunque directamen-
te el pH no interviene en la triple
igualdad que ha servido de base
para- deducir las normas anterio-
res, debe hacerse resaltar el in-
terés e importancia que -en toda
electroforesis tiene.

Se insinud en la norma segunda
que el pH influye sobre la carga
micelar, cosa evidente si se con.
sidera que las micelas pueden cam-
hiar su caracter de basoides o de
acidoides en presencia de mezclas
reguladoras de pH_ mayor o me-
nor de 7, principalmente las mi-
celas dispersadas en los liquidos
del organismo animal o vegetal,
ya que en su mayoria son de tipo
anfolitoide, e interesa en casi to-
dos los problemas separarlas elec-
troforéticamente en el mismo es-
tado en que se encuentran en el
organismo vivo de que proceden,
salvo determinados casos en los
que puede convenir cambiar el va-
lor de su carga -en cuantia mayor
o menor e incluso su signo, cosa
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facilmente conseguible eon la va-
riacién de pH. - : :

En ja inmensa mayoria de casos
es recomendable emplear como
mezcla reguladora una que posea
el mismo pH que tiene el proble-
ma en el organismo o el que posee
en el momento de electroforizarle;
con ello se evita la posibilidad de
que la mezela reguladora emplea-
da pueds poseer un pH tal que
coincida con el punto isoidnico o
con el punto isoelécirico de alguno
o algurios de los componentes que
integran el problema, con los re-
sultados erronecs que entonces se
obtendrian, lo mismo al investi-
garlos que al determinarlos, como
consecuencia de las perturbacio-

nes que en su estado de dispersidn

tendrian lugar, _
Aparte de las normas indicadas,
es necesario recordar algo sobre el
papel electroforético empleado, va
que, ademis de conocer el valor
de su factor de transformacién, f,,
como ge indicd anteriormente, debe
reunir las mismas cualidades del
papel cromatografico salvo una,
cual es la conveniencia de poseer
pequenic poder adsorbente, pues,
como éste se suma a la resisten-
cia que el liquido ofrece a la mi-
graclon micelar, si el poder de ad-
- sorcidon es elevado, pueden las mi-
celas quedar adsorbidas antes de
haber recorrido el espacio medi-
ble e, que el valor de su movili-
dad electroforética U, exige en
las condiciones eon que se opere,
con el error que ello representa.
Teéricamente, en un problema
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complejo, como consecuencia de la
distinta constitucién quimica de
los diferenteg cuerpos micelarmen-
te dispersos que contiene, las mi-
celag de cada naturaleza deben
ser adsorbidas cuando la caida de

" tensién positiva o negativa, que

representa el espacio recorrido
medible e, diferente para cada
uno de aquéllos, que exige su res-
pectiva movilidad electroforética
U, haya adquirido el correspon-
diente valor para que la pérdida
de fuerza de migracién de cada
clase de particulas dispersadas,
fuerza que, como se ha dicho al
principio del tema, le es propor-
cional, permita pueda actuar so-
bre ellos el poder adsorbente del
papel electroforético empleado.
En este principio estd fundade
el procedimiento de la electrofore-
sis continua, o mejor fraccionada,
sobre papel, con la que se ha po-
dido conseguir, regulando adecua-
damente la velocidad de caida de
la disolucién reguladora de pH, y
empleando papel de muy pequeno
poder adsorbente, que la adsorcion
sea practicamente nula y la elec-

-troforesis fraccionada se verifique

segun el prinecipio tedrico expues-.
to de la caida de tensidn, siendo
facil conseguir hasta veinticuatro
fracciones del problema en canti-
dades suficientes de cada uno de
sus componentes para su analisig
por micrométodos diversos.
Signiendo las normas indicadas,
los electroforogramas obtenidos
permiten hacer cuantitativag 2
base de la determinacién de den-
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sidades Opticas, mediante los lla-
mados densitémetros, consiguién.
dose con sus datos obtener grafi.
camente con facilidad y gran cla-
ridad las curvas de Gauss corres-
pondientes a cada componente con.
tenido en un problema complejo,
con la mayor exactitud que con
ello se consigue al calcular por
planimetria la superficie delimita-
da por cada curva mediante la co-
nocida férmula

S=KXOXa .

en la que S es la superficie bus-
cada, K una constante igual a
1,064, O, la ordenada en densidad
Optica del vértice de la curva y a
la abscisa en centimetros corres-
pondiente a la mitad del valor
de O,.

El tanto por ciento de cada uno
de los componentes del problema
es igual al porcentaje del respecti-
vo valor de S hallado, en el valor
resultante de la suma de todos los
S calculados.

Las™ determinaciones que pue-
den efectuarse actualmente por
macro o microelectroforesis son
numerosisimas: su enumeracién
tan s6lo necesitaria mas tiempo
del transcurrido, durante el que
con tanta gentileza me han hon-
rado escuchandome, por lo que,
¢omo final, sélo citaré las que creo
més interesantes.

Aparte la investigacion y deter-

verdadera ionoforesis— que, uti-
lizindola en su forma ionoforesis
fraccionada o continua, permite la
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separacion de cada uno de los com-
ponentes de una mezcla de iones
minerales de caracteristicas qui-
mico-analiticas semejantes, se de-
terminan 4cidos grasos, polialco-
holes y polifenoles, flavonoles, ami-
nas, aminoacidos en sus dos for-
mas anfoliticas con sélo variar el
pH de la disolucién soporte, lo que
constituye una doble constante
para su identificacion; materias
colorantes de diversos tipos natu-
rales y sintéticas y sus mezclas;
monosacaridos, disacaridos y poli-
sacdridos y mezclas, previa pro- -
duccién de complejos, de 4cido b6+
rico generalmente, para comuni-
carles la carga eléctrica de que ca- -
recen, sin la cual no hay electro-
foresis posible, para los que se usa
como medio de identificacién un
valor semejante al R; de la croma-
tografia que representa la relacién
entre espacios reales recorridos e,
del complejo del H de C. problema
y el recorrido -por ‘el correspon-
diente a la glucosa; el punto iso-
eléctrico y el isoibnico de cual-
quier cuerpo anfoélito, anfolitoide
o anfétero; acidos nucleinicos y los
productos de su hidroélisis, ete.
Desde un punto de vista médico,
cabe citar el estudio de las hipo
e hiperproteinemias, o, en general,
disproteinemias con determinacion
de las cantidades de albGmina, fi-
brinégeno, globulinas «,, d,, 8., B.
vi, Y. Las proteinas del liquido
cefalorraquideo, del jugo gastrico,
de la orina para relacionar la pro-
teinuria con la permeabilidad re-
nal y las del humor acuoso del
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0jo; hemoglobinas, enzimas y hor-
monas, proteinas celulares, lipo-
proteidos y reparto entre las di-
ferentes proteinas séricas de los
is6topos radiactivos, mediante apa-
‘ratos contadores especiales para
los electroforograinas con ellos ob-
tenidos.

Y desde el punto de vista far-
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macéutico, se determinan diferen-
tes proteinas en leche, vitaminas,
sulfamidas y sus mezclas, anti-
bibticos, heterdsidos y alcaloides
y sus mezclas, aparte de un nime-
ro elevado de diferentes medica-
mentos pertenecientes a todos los
grupos en que pueden dividirse se-
gln su accién terapéutica.
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